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RIASSUNTO 
 
INTRODUZIONE. La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) è una grave patologia 
neurodegenerativa caratterizzata dalla perdita progressiva di motoneuroni nelle 
aree motorie del sistema nervoso centrale. Si tratta di una patologia multifocale 
che colpisce sia il primo che il secondo motoneurone provocando paralisi 
muscolare progressiva ed irreversibile che porta a morte entro 3-5 anni dalla 
diagnosi e per la quale attualmente non esiste alcuna terapia efficace. 
I meccanismi alla base della degenerazione selettiva dei motoneuroni nella SLA 
non sono noti, ma recentemente è emerso che un’alterazione della via autofagica 
possa svolgere un ruolo chiave nella patogenesi della malattia. 
 
SCOPO DELLO STUDIO. Alla luce di tali recenti scoperte, lo scopo del 
presente studio è stato quello di effettuare una indagine dettagliata delle 
alterazioni istopatologiche che intervengono a livello del midollo spinale di topi 
G93A utilizzati come modello animale di SLA. 
Un ulteriore obiettivo è stato quello di indagare il ruolo dell’autofagia nella 
patogenesi della SLA e, a tale scopo, abbiamo confrontato i dati morfologici 
relativi ai topi G93A con quelli ottenuti in topi dello stesso gruppo trattati 
cronicamente con un attivatore dell’autofagia come il litio. 
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MATERIALI E METODI. Nel presente studio sono stati utilizzati topi 
transgenici che overesprimono il gene SOD1 umano mutato, caratterizzato dalla 
trasposizione Gly93→Ala. Questi topi vengono comunemente impiegati come 
modello animale di SLA in quanto vanno incontro ad una degenerazione selettiva 
dei motoneuroni, che porta alla progressiva compromissione delle funzioni 
motorie fino alla completa paralisi ed alla morte, che sopraggiunge 
inesorabilmente intorno al 3°-4° mese di vita. 
I topi sono stati trattati giornalmente con soluzione salina o con carbonato litio (1 
mEq/Kg) a partire dal 75esimo giorno di vita e, allo scopo di valutare eventuali 
fenomeni neuronogenetici, un sottogruppo di topi G93A sono stati trattati con 5-
Bromo-2-deossiuridina (BrdU) alla dose di 50 mg/Kg i.p., a giorni alterni per 10 
giorni. Per determinare l’insorgenza dei sintomi e monitorare il decorso clinico 
della patologia, tutti gli animali sono stati sottoposti ad analisi comportamentale 
effettuata tramite l’utilizzo di adeguati test motori. Al raggiungimento della 
paralisi, i topi sono stati sacrificati e il midollo spinale è stato destinato 
all’indagine morfologica, stereologica ed immunoistochimica (immunoperossidasi 
e immunofluorescenza). In particolare tutte le analisi sono state condotte a livello 
del corno anteriore del midollo spinale, specificamente all’interno della Lamina 
IX e della Lamina VII. L’identificazione dei motoneuroni della Lamina IX ha 
seguito stretti criteri morfologici e dimensionali; tali criteri sono stati impiegati 
impiegati anche per l’identificazione dei piccoli neuroni Renshaw-like della 
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Lamina VII, che sono stati in aggiunta identificati anche per mezzo di specifici 
marcatori. 
 
RISULTATI. Dalla valutazione dei dati comportamentali, è emerso che il 
trattamento cronico con basse dosi di litio è stato in grado ritardare l’insorgenza e 
la progressione dei sintomi motori prolungando la durata media di vita dei topi 
G93A. 
Nei topi G93A l’analisi del midollo spinale, condotta sia a livello cervicale che a 
livello lombare, ha permesso di riscontrare un’estesa morte cellulare che 
coinvolge sia i motoneuroni della Lamina IX che i piccoli neuroni della Lamina 
VII la cui riduzione risulta essere ancora più marcata. All’analisi morfologica i 
motoneuroni superstiti sono apparsi dimensionalmente più grandi, con il 
citoplasma ricco di vacuoli e di aggregati alfa-sinucleina-, ubiquitina- e SOD1-
positivi. Tali alterazioni morfologiche sono accompagnate da una estesa gliosi 
reattiva valutata mediante incremento di immunopositività per la GFAP. 
Il trattamento con litio ha determinato un miglioramento nell’istopatologia del 
midollo spinale dei topi G93A. In particolare, a livello della Lamina IX il litio ha 
preservanto le normali dimensioni dei motoneuroni, riducendo il processo di 
vacuolizzazione citoplasmatica, aumentando la clearance degli aggregati proteici 
ed inducendo un un marcato incremento di vacuoli autofagici. 
 IV
A livello della Lamina VII, invece, il trattamento con litio ha determinato un netto 
incremento nel numero dei piccoli neuroni che sono risultati essere superiori 
addirittura rispetto a quelli contati nei topi di controllo. L’immunopositività di 
questi neuroni per la Calbindina D28k e per la Gefirina ci ha permesso di 
identificarli come cellule di Renshaw. In tali neuroni il litio ha prodotto una 
clearance degli aggregati proteici alfa-sinucleina-positivi riscontrati nei topi 
G93A trattati con salina. 
L’immunofluorescenza condotta per la BrdU ha mostrato un netto incremento di 
NPC in tutti i topi G93A e anche nei topi WT trattati con litio. Inoltre, la doppia 
immunofluorescenza per BrdU e Calbindina D28k ha dimostrato che nell’ambito 
delle cellule neoformate in Lamina VII solo nei topi G93A trattati con litio una 
sottopopolazione di tali cellule ha intrapreso il differenziamento in senso 
neuronale (Renshaw-like). 
Gli effetti del litio sono stati accompagnati da una marcata riduzione della gliosi 
reattiva. 
 
CONCLUSIONI. Questi risultati hanno dimostrato che il trattamento con litio è 
stato in grado di esplicare notevoli effetti neuroprotettivi a livello del midollo 
spinale dei topi G93A. 
In particolare, il trattamento cronico con sali di litio, a dosi in grado di attivare la 
via autofagica, si è dimostrato efficace nel promuovere la neuroprotezione dei 
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motoneuroni della Lamina IX, nel promuovere la rimozione di aggregeti proteici 
intraneuronali, nell’indurre neuronogenesi a livello della Lamina VII e nel ridurre 
la gliosi reattiva. 
In ultima analisi, questi dati evidenziano il ruolo chiave rivestito dalla via 
autofagica nella patogenesi della SLA, suggerendo che l’attivazione di tale via, 
qui ottenuta per mezzo della somministrazione di litio, può configurarsi come un 
nuovo target nel trattamento di questa malattia. 
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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 La Sclerosi Laterale Amiotrofica 
 
La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) è una grave patologia neurodegenerativa 
caratterizzata da perdita della forza muscolare seguita da paralisi ed atrofia 
muscolare che in maniera progressiva ed irreversibile porta alla morte entro 2 o 3 
anni dall’insorgenza dei primi sintomi (Bruijn et al., 2004).  
La SLA fu osservata per la prima volta nel 1865 dal neurologo francese Jean-
Martin Charcot che, nel suo articolo “Deux cas d’atrophie muscolaire progressive 
avec lésions de la substance grise et the faisceaux antérolatéraux de la moelle 
èpiniére”, ne diede una descrizione della sintomatologia clinica correlata alle 
alterazioni patologiche a carico dei motoneuroni del midollo spinale e dei nervi 
cranici che egli aveva riscontrato nelle sue osservazioni autoptiche (Charcot and 
Joffroy, 1869). 
Quasi 10 anni dopo, nel 1874 nel suo articolo dal titolo “De la sclérose latérale 
amyotrophique” Charcot coniò il termine di Sclerosi Laterale Amiotrofica 
(Charcot, 1874) che racchiude le caratteristiche cliniche ed anatomopatologiche 
distintive della patologia che infatti provoca atrofia muscolare e degenerazione 
delle vie corticospinali a cui si accompagna una massiccia gliosi osservabile 
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macroscopicamente con un’aumentata consistenza delle colonne laterali del 
midollo spinale (Rowland e Shneider, 2001). 
La SLA attualmente è definita come una grave patologia neurodegenerativa che 
colpisce i motoneuroni della corteccia cerebrale, con conseguente 
assottigliamento dei fasci corticospinali, del tronco dell’encefalo e delle corna 
anteriori del midollo spinale, il cui numero si riduce drasticamente negli ultimi 
stadi della malattia e a cui si accompagna una massiccia attivazione gliale. Si 
tratta quindi, di una patologia che colpisce sia il primo che il secondo 
motoneurone provocando paralisi muscolare progressiva ed irreversibile 
(Rowland, 1994). 
Dal punto di vista clinico i sintomi iniziali sono costituiti solitamente da 
debolezza muscolare, fascicolazioni, crampi e progressiva atrofia muscolare a 
livello dei muscoli degli arti e del tronco. 
La lesione dei motoneuroni dei nervi cranici causa gravi disturbi nella 
deglutizione, masticazione e fonazione. 
La degenerazione dei motoneuroni centrali si manifesta con accentuazione dei 
riflessi propriocettivi e con spasticità che interessa soprattutto gli arti inferiori.  
Allo stadio finale di malattia, la progressiva paralisi dei muscoli respiratori rende 
necessaria la ventilazione assistita ed è, in ultima analisi, la principale causa di 
morte nei pazienti affetti da SLA. 
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Oltre alla forma appena descritta ne esiste una più grave, definita bulbare, in 
quanto l’interessamento del tronco encefalico si verifica fin dai primi stadi di 
malattia. In questa variante di SLA i sintomi evolvono molto rapidamente 
portando in breve tempo alla comparsa dei disturbi respiratori (Wijesekera e 
Leigh, 2009). 
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1.2 Epidemiologia 
 
La SLA è ritenuta una patologia rara, con un’incidenza annuale di circa 3-5 casi 
ogni 100.000 individui, ma l’estrema gravità e la rapida ed inesorabile 
progressione dei sintomi ne fanno una delle patologie neurodegenerative più 
devastanti. 
Dati epidemiologici riportano l’esistenza di due zone in cui il tasso di incidenza è 
particolarmente elevato: l’isola di Guam nel Pacifico e la penisola di Kii nel 
Giappone. Questa frequenza elevata sembra essere legata a fattori ambientali. 
La SLA colpisce con maggiore frequenza il sesso maschile con un rapporto 
maschi/femmine di 3:2. 
L’esordio della malattia avviene generalmente tra la quinta e la sesta decade di 
vita e nella maggior parte dei casi progredisce verso la morte entro 3-5 anni dalla 
diagnosi.
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1.3 Eziopatogenesi 
 
Nel 90% dei casi la SLA ha una insorgenza sporadica, mentre nel restante 10% ha 
una origine familiare e generalmente è ereditata come carattere autosomico 
dominante (Rosen et al., 1993). 
Le cause della specifica degenerazione dei motoneuroni a cui si assiste nella SLA 
sono ancora oggetto di studio.  
E’ ormai accertato che la SLA sporadica sia dal punto di vista eziopatogenetico 
una patologia multifattoriale, determinata dal concorso di più circostanze sia 
genetiche che ambientali (Dunckley et al., 2007; Simpson e-Chalabi, 2006). In 
particolare, sono state formulate diverse ipotesi eziologiche soprattutto di tipo 
tossicologico-ambientale quali l’esposizione ad agenti chimici, metalli pesanti, 
solventi tossici, pesticidi e campi elettromagnetici. Inoltre sono stati presi in 
esame altri possibili fattori di rischio legati allo stile di vita (fumo, dieta, attività 
fisica intensa) ed a pregressi eventi patologici (trauma cranici; Román, 1996; 
Scarmeas et al., 2002;.Weisskopf et al., 2004). Tuttavia i risultati ottenuti dai 
numerosi studi epidemiologici finora condotti sono ancora preliminari e non 
hanno provato in maniera certa nessuna di queste associazioni tra fattori di rischio 
ed insorgenza di SLA (Al-Chalabi e Leigh, 2005). 
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Per quanto riguarda invece le forme familiari, recenti studi genetici hanno 
permesso l’identificazione di almeno 9 potenziali loci genici (ALS 1-8 ed ALSX) 
e di 5 geni (SOD1, ALS2, SETX, VAPB, DCTN1) la cui mutazione è stata 
associata all’insorgenza di varie forme familiari di SLA.  
La scoperta di tali mutazioni geniche ha segnato un importante passo avanti verso 
la conoscenza dei meccanismi biomolecolari responsabili della degenerazione dei 
motoneuroni osservata nella SLA familiare.  
 
1.3.1 Mutazione del gene SOD1  
Di particolare importanza è stata la scoperta nel 1991 dello stretto legame 
esistente tra l’insorgenza di una forma familiare di SLA e una alterazione genetica 
localizzata a livello del cromosoma 21 (Siddique et al., 1991). Proprio in questo 
cromosoma nel 1993 Rosen e collaboratori identificarono una mutazione nel gene 
che codifica per l’enzima Cu/Zn superossido dismutasi 1 (SOD1) trasmessa con 
modalità autosomico dominante (Rosen et al., 1993).  
Studi condotti in pazienti affetti da forme familiari di SLA hanno permesso di 
identificare più di 100 mutazioni puntiformi diverse a livello del gene SOD1 che 
colpiscono domini diversi della struttura proteica. Le mutazioni del gene SOD1 
rappresentano le varianti genetiche di SLA più comuni e sono riscontrate nel 20% 
delle forme familiari (http://www.alsod.org). 
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La SOD1 è un enzima antiossidante che normalmente svolge una funzione 
protettiva nelle cellule eliminando le specie reattive dell’ossigeno principalmente 
prodotte durante il processo di respirazione mitocondriale. In particolare, la SOD1 
catalizza la detossificazione del radicale superossido (O2-) convertendolo in 
perossido di idrogeno (H2O2) ed ossigeno (O2) (Tainer et al., 1982; Scozzafava e 
Viezzoli, 1993).  
Mutazioni a carico del gene che codifica per la SOD1 determinano una 
alterazione del normale equilibrio redox intracellulare generando radicali e specie 
reattive dell’ossigeno. Inoltre, le mutazioni genetiche della SOD1 hanno come 
ulteriore effetto la sintesi di una proteina caratterizzata da una sequenza 
aminoacidica modificata che si riflette in una alterazione della conformazione 
spaziale. Questo fenomeno comporta la formazione di aggregati costituiti da 
proteine SOD1 mutate e da ubiquitina che si accumulano all’interno dei corpi e 
degli assoni dei motoneuroni (Hirano, 1991). 
 
1.3.2 Mutazione del gene ALS2 
Mutazioni nel gene ALS2 sono state identificate in una forma ad esordio giovanile 
di sclerosi laterale amiotrofica trasmessa con modalità autosomico recessiva e 
definita SLA di tipo 2 (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001). 
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Il gene ALS2 è localizzato sul cromosoma 2, è costituito da 34 esoni e codifica per 
la proteina alsina, normalmente coinvolta nel trasporto vescicolare intracellulare 
(Hentati et al., 1994). 
La mutazione del gene ALS2 provoca una perdita di funzione della proteina alsina 
comportando una alterazione nel normale trasporto intracellulare degli endosomi 
(Chandran et al., 2007). 
 
1.3.3 Mutazione del gene SETX 
Recentemente è stata associata una mutazione nel gene SETX all’insorgenza di 
una rara forma giovanile di SLA (Chen et al., 2004). 
Tale gene, localizzato sul cromosoma 9 a livello del locus ALS4, è trasmesso in 
forma autosomico dominante e codifica per la proteina senataxina. 
La senataxina è una DNA/RNA-elicasi ed è coinvolta nei meccanismi di 
riparazione del DNA nel caso di danno derivante dallo stress ossidativo 
(Suraweera et al., 2007). 
 
1.3.4 Mutazione del gene VAPB  
Il gene VAPB è stato identificato nel locus ALS8 situato nel cromosoma 20. 
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Una mutazione a trasmissione autosomico dominante del gene VAPB è stata 
osservata in 7 famiglie brasiliane diverse che presentavano una forma familiare di 
SLA a rapida progressione definita ALS8 (Nishimura et al., 2004). 
Il gene VAPB codifica per la proteina citoplasmatica sinaptobrevina/VAMP 
(proteina di membrana associata alle vescicole) normalmente localizzata a livello 
delle membrane del reticolo endoplasmatico. 
Recenti studi ipotizzano che la mutazione della proteina VAMP provochi la 
formazione di aggregati proteici all’interno dei motoneuroni che potrebbero 
essere coinvolti nella patogenesi di tale forma di SLA (Teuling et al., 2007). 
 
1.3.5 Mutazione del gene DCTN1 
Recentemente è stato riscontrato che una mutazione puntiforme nel gene che 
codifica per la proteina dinactina è associata ad una forma familiare di SLA a 
trasmissione autosomico dominante caratterizzata da atrofia muscolare spinale e 
bulbare con paralisi delle corde vocali (Puls et al., 2003).  
Il gene DCTN1 codifica per la proteina dinactina necessaria sia per la 
stabilizzazione delle sinapsi a livello delle giunzioni neuromuscolari (Eaton et al., 
2002) sia nel trasporto dei fagosomi (LaMonte et al., 2002). Topi transgenici che 
presentano una mutazione nel gene DCTN1 vanno incontro ad una lenta e 
progressiva degenerazione dei motoneuroni (Hafezparast et al., 2003).  
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1.4 Modelli animali di SLA: i topi G93A 
 
La scoperta della mutazione nel gene della SOD1 umana (Rosen et al., 1993) ha 
permesso lo sviluppo di modelli animali di SLA che hanno aperto nuovi ed 
importanti scenari nella comprensione delle funzioni tossiche della proteina 
SOD1 mutata e delle implicazioni fisiopatologiche che tali mutazioni hanno sulla 
selettiva degenerazione dei motoneuroni. 
Sono stati, quindi, sviluppati topi transgenici che a fianco alla forma wild-type del 
gene SOD1 ne overesprimono anche una forma mutata (Gurney et al., 1994; Dal 
Canto e Gurney, 1994). 
In particolare, una delle mutazioni della SOD1 è quella riscontrata in una famiglia 
affetta da SLA ed è rappresentata dalla sostituzione in posizione 93 di una glicina 
con un’alanina (Gly93→Ala). Per tale caratteristica il ceppo di topi portatori della 
mutazione è stato definito G93A.  
Nel tempo, sono state sviluppate diverse linee di topi transgenici G93A che 
differiscono per il numero di copie del gene SOD1 mutato espresse. In particolare 
sono stati isolati due sottotipi.  
Ad un primo gruppo appartengono i topi che presentano un alto numero di copie 
del transgene, definiti per tale motivo high expressor, nei quali si osserva una 
insorgenza precoce dei sintomi (intorno al 90° giorno di vita) ed una rapida 
progressione della patologia. 
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Al secondo sottotipo appartengono i topi che esprimono un basso numero di copie 
del gene SOD1 mutato e per questo definiti low expressor. Questi topi 
manifestano un’insorgenza ritardata dei sintomi, che esordiscono in media al 130° 
giorno di età, e sono caratterizzati da una progressione lenta della malattia. 
 
Nel corso degli anni, accanto ai topi G93A sono stati sviluppati altri modelli 
animali di SLA nei quali viene fatta esprimere una forma mutata diversa della 
SOD1 umana; tra questi modelli animali, i più conosciuti sono i ceppi G37R 
(Wong et al., 1995) e G85R (Bruijn et al., 1997). 
Tuttavia, il ceppo G93A costituisce il modello di SLA attualmente più studiato in 
quanto i topi portatori di tale mutazione sviluppano una patologia molto simile a 
quella che si osserva nei pazienti. Dal punto di vista clinico, infatti, questi topi 
inizialmente vanno incontro ad un indebolimento muscolare delle zampe 
posteriori accompagnato da tremore e da perdita del riflesso di estensione. Tali 
sintomi si aggravano progressivamente fino al raggiungimento della completa 
paralisi che porta a morte intorno al 3°-4° mese di vita per effetto dell’incapacità 
di accedere all’acqua ed al cibo (Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995; Gurney, 
1997). Dal punto di vista morfologico gli studi condotti hanno documentato come 
molte lesioni istopatologiche osservabili a livello del midollo spinale dei topi 
G93A fossero sovrapponibili a quelle presenti nei pazienti affetti da SLA 
familiare. Proprio come nei pazienti, infatti, nei topi G93A si osserva una estesa 
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degenerazione dei motoneuroni spinali. Dal Canto e Gurney (1994; 1995) furono i 
primi a condurre un’accurato studio anatomopatologico a livello del midollo 
spinale classificando le alterazioni istologiche che avevano riscontrato in due 
pattern principali in base all’età di sacrificio dei topi. 
I topi sacrificati dal 70° al 163° giorno di vita mostravano a livello delle corna 
anteriori del midollo spinale motoneuroni di dimensioni maggiori ricchi di vacuoli 
citoplasmatici che occupavano spesso l’intero corpo cellulare ed i prolungamenti. 
Nei topi sacrificati dopo il 180° giorno di vita le lesioni risultavano più 
pronunciate, la degenerazione dei motoneuroni era più consistente ed il midollo 
spinale era caratterizzato da una riduzione del volume delle corna anteriori. I 
motoneuroni superstiti apparivano atrofici e dai contorni irregolari e lo studio 
ultrastrutturale evidenziava la presenza di inclusioni citoplasmatiche ialine e di 
vacuoli citoplasmatici originati dalla dilatazione dei mitocondri e del reticolo 
endoplasmatico. 
Studi condotti più recentemente hanno riscontrato inclusioni citoplasmatiche 
SOD1- ed alfa-sinucleina-positive, simili a quelle osservabili nei soggetti affetti 
da SLA (Martin et al., 2007; Sasaki et al., 2005). 
Le lesioni anatomopatologiche riscontrate nei topi G93A non sono circoscritte al 
midollo spinale ma interessano anche il tronco cerebrale (Dal Canto e Gurney 
1995). Più incostante è invece il riscontro di alterazioni nel tratto cortico-spinale 
(Leichsenring et al., 2006; Zang e Cheema, 2002 ; Browne et al., 2006). 
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In conclusione, le caratteristiche cliniche ed anatomopatologiche osservabili nei 
topi G93A dimostrano che tali modelli animali riproducono una patologia molto 
simile a quella riscontrabile nei pazienti affetti dalla forma familiare di SLA. 
Per tale motivo, i topi transgenici G93A, rappresentano un modello fondamentale 
nello studio delle alterazioni neuropatologiche caratteristiche della SLA e il loro 
impiego è diventato un utile strumento per l’indagine delle cause e l’elaborazione 
delle possibili strategie terapeutiche.
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1.5 Potenziali meccanismi alla base della patogenesi della SLA 
 
I meccanismi alla base della patogenesi della SLA non sono attualmente noti ma 
si tende ad ipotizzare un’origine multi-fattoriale e una convergenza di diversi 
meccanismi intra- e inter-cellulari nel determinare la degenerazione 
motoneuronale caratteristica di questa patologia. 
I fattori coinvolti nella degenerazione dei motoneuroni sembrano essere 
molteplici, tra cui i principali sono l’eccitotossicità glutamatergica, lo stress 
ossidativo, l’accumulo di proteine alterate e disfunzioni mitocondriali (Bruijn et 
al., 2004; Rothstein, 2009). Inoltre, recenti evidenze indicano che la 
degenerazione dei motoneuroni richiede il contributo attivo di tipi cellulari diversi 
dai motoneuroni stessi (Morrison et al., 1998; Martin et al., 2007; Fornai et al., 
2008a; Chang e Martin, 2009; Rothstein 2009).  
 
1.5.1 L’eccitotossicità glutammatergica 
L’eccitotossicità glutammatergica è ancora considerata una delle ipotesi più 
accreditate nella patogenesi della SLA (Bruijn et al., 2004). 
Secondo questa teoria, l’alterazione dell’omeostasi del glutammato 
provocherebbe un accumulo di tale neurotrasmettitore nel microambiente 
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extracellulare sottoponendo i motoneuroni ad una costante ed eccessiva 
stimolazione (Rothstein, 2009).  
Studi condotti in vitro hanno supportato questa ipotesi, evidenziando come i 
motoneuroni G93A in coltura risultino essere molto vulnerabili alla eccitotossicità 
glutammatergica indotta da kainato (Spalloni et al., 2004; Fornai et al., 2008a). 
Tale fenomeno è amplificato anche da una peculiare caratteristica dei recettori 
AMPA glutammatergici che, presentando una scarsa espressione della subunità 
GLUR2, risultano essere particolarmente permeabili al calcio. 
Questa particolarità rende i motoneuroni più suscettibili al danno eccitotossico 
amplificando la tossicità indotta da alti livelli extracellulari di glutammato 
(Spalloni et al., 2004). 
 
1.5.2 Stress ossidativo 
Una ulteriore causa della degenerazione dei motoneuroni potrebbe essere 
riconducibile allo stress ossidativo derivante dalla mutazione della superossido 
dismutasi 1 (Bruijn et al., 2004). Inizialmente si ipotizzò che le mutazioni 
puntiformi nel gene SOD1 potessero determinare la formazione di una proteina 
alterata con una ridotta capacità di rimozione dell’anione superossido (Deng et al., 
1993; Bowling et al., 1993). Tale ipotesi fu abbandonata quando si osservò che 
topi privi di questo enzima non sviluppavano la malattia (Reaume et al., 1996). 
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Al contrario, topi transgenici G93A, che overesprimono il gene SOD1 mutato, 
seppur in presenza della forma endogena wild type, sviluppano i segni tipici della 
patologia, appoggiando così l’ipotesi che la citotossicità della SOD1 mutata sia 
mediata non da una perdita d’attività dell’enzima, ma dall’acquisizione per 
l’enzima stesso di una o più funzioni tossiche (Gurney et al., 1994). 
La mutazione in effetti comporta la formazione di una proteina alterata con una 
ridotta affinità per lo ione zinco ed una maggiore capacità catalitica di radicali 
quali i perossinitriti OONO- (Crow et al., 1997), osservati in elevata quantità nei 
motoneuroni dei topi G93A (Beckman et al., 1993; Dal Canto e Gurney, 1994). 
Tali composti sono particolarmente reattivi e, generando a loro volta altri radicali, 
provocano uno stato di forte stress ossidativo intracellulare che, così come si 
osserva nell’ischemia cerebrale (Nowicki et al., 1991), potrebbe essere causa di 
degenerazione neuronale nella SLA (Beckman et al., 1993; Beckman et al., 2001). 
 
1.5.3 Alterazione di tipi cellulari diversi dai motoneuroni 
Tradizionalmente la SLA è stata considerata come una patologia che interessa 
esclusivamente i motoneuroni, la cui degenerazione veniva vista come un evento 
autonomo. Studi recenti però impongono di riconsiderare la degenerazione dei 
motoneuroni in un’ottica più ampia, rivolgendo cioè l’attenzione anche ad altri 
tipi cellulari (Boillée et al., 2006). 
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A sostegno di questa ipotesi è stato osservato che un reperto costante nei modelli 
sperimentali di SLA è rappresentato dalla degenerazione di specifici interneuroni. 
Morrison e collaboratori, utilizzando topi G86R, osservarono come gli 
interneuroni immunopositivi per la colina-acetil-transferasi (ChAT) e per la 
calretinina risultano essere particolarmente vulnerabili alla degenerazione. 
(Morrison et al., 1996; 1998).  
L’accumulo di aggregati alfa-sinucleina- e ubiquitina-positivi all’interno di 
piccoli interneuroni del midollo spinale è stato documentato da Martin e 
collaboratori (Martin et al., 2007).  
A questi dati si affiancano scoperte ancora pù recenti che dimostrano che la 
degenerazione dei motoneuroni midollari nel topo G93A è preceduta dalla 
degenerazione di neuroni inibitori glicinergici/GABAergici (cellule di Renshaw; 
Martin et al., 2007; Fornai et al., 2008a; Chang e Martin, 2009). 
A livello clinico, il coinvolgimento delle cellule di Renshaw era stato ipotizzato in 
uno studio elettrofisiologico condotto in pazienti affetti da SLA. Shefner e 
Logigian valutarono la durata del periodo silente del nervo spinale come indice 
dell’integrità del controllo inibitorio che gli interneuroni esercitano sui 
motoneuroni. Essi osservarono che nei pazienti affetti da SLA questo intervallo 
temporale risultava essere maggiore rispetto ai soggetti sani. Tali autori 
ricondussero il fenomeno ad una alterazione dei circuiti inibitori dei motoneuroni 
ui sono specificamente deputate le cellule di Renshaw (Shefner e Logigian, 1998). 
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Le cellule di Renshaw non sono gli unici tipi cellulari coinvolti nella 
degenerazione dei motoneuroni che si osserva nella SLA. 
Alcuni studi hanno preso in considerazione il ruolo critico rivestito dalle cellule 
gliali del corno anteriore nella sopravvivenza dei motoneuroni (Morrison et al., 
1998; Rothstein, 2009). Da tali studi emerge che la degenerazione dei 
motoneuroni richiede un contributo attivo da parte delle cellule gliali circostanti, 
in un complesso meccanismo di comunicazione tra cellule neuronali e non-
neuronali che sembra promuovere la progressione della neurodegenerazione. 
L’attivazione gliale è un evento ampiamente documentato in vari modelli 
sperimentali in vivo e in vitro (Ferri et al., 2004) e riscontrato anche nei tessuti 
provenienti da pazienti affetti da SLA (Drachman et al., 2002). 
Questi studi hanno dimostrato che l’estesa reazione astrocitaria era accompagnata 
dall’instaurarsi di un processo infiammatorio (Hensley et al., 2002), caratterizzato 
dall’incremento di specifici marker dell’infiammazione quali le cicloossigenasi 2 
(COX2) e varie citochine (Drachman et al., 2002; Yoshihara et al., 2002) e da un 
marcato aumento della densità di microglia e macrofagi (Alexianu et al., 2001; 
Henkel et al., 2004). 
Questi dati suggeriscono che l’estesa reazione astrocitaria che accompagna la 
progressione della malattia può contribuire alla degenerazione dei motoneuroni 
mediante la produzione di fattori che agiscono come mediatori 
dell’infiammazione (Nagai et al., 2007). 
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1.5.4 Aggregazione proteica ed alterazioni mitocondriali 
Un reperto istopatologico costante nella SLA è rappresentato dalla presenza di 
caratteristiche inclusioni classicamente definite Bunina-bodies. Tali inclusioni 
sono state inizialmente identificate solo da un punto di vista istologico, come 
corpi eosinofili contenuti nel citoplasma dei motoneuroni (Cleveland e Rothstein, 
2001). Con il progredire delle conoscenze e delle metodiche di analisi i Bunina-
bodies sono stati anche caratterizzati da un punto di vista antigenico, dimostrando 
che essi rappresentano forme di accumulo di vari tipi di proteine, tra cui la 
transferrina, l’ubiquitina, la cistatina (Mizuno et al., 2006; Okamoto et al., 2008). 
Altre inclusioni sono state classificate come strutture distinte dai Bunina-bodies in 
quanto presentano come unica caratteristica distintiva la positività per l’ubiquitina 
(Migheli et al., 1994; Van Welsem et al., 2002); altre ancora si presentano 
positive per un’altra proteina, la TDP-43, il cui accumulo non interessa soltanto i 
neuroni ma anche le cellule gliali (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). 
Recentemente, accumuli intracellulari di proteine come l’alfa-sinucleina e la 
SOD1 sono stati trovati nel midollo spinale di topi G93A (Martin et al., 2007) ed 
in alcuni pazienti affetti da SLA (Miklossy et al., 2008; Shibata et al., 1996a; 
Shibata et al., 1996b; Wijesekera e Leigh, 2009). Al di là di queste distinzioni, 
che finiscono per avere un mero interesse nominalistico, la visione unificante di 
queste formazioni è quella che considera tali inclusioni come l’epifenomeno di un 
meccanismo cellulare alterato, nelle quali si verifica un processo di accumulo e 
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segregazione in specifici comparti cellulari di proteine alterate, in maniera 
analoga a quanto osservato in molte altre malattie neurodegenerative. 
Tuttavia, l’alterazione morfologica più caratteristica della SLA riguarda 
l’ultrastruttura mitocondriale. Infatti, swelling dei mitocondri, con alterazioni 
delle creste e marcate vacuolizzazioni sono stati ampiamente documentati sia nei 
modelli sperimentali che nei motoneuroni midollari di pazienti affetti da SLA 
(Martin, 2007). 
Studi condotti in topi G93A, hanno evidenziato come i motoneuroni vadano 
incontro ad un processo di vacuolizzazione definito anche “slow necrosis” 
(Martin et al., 2007) riconducibile proprio alla presenza di mitocondri alterati con 
un variabile grado di disorganizzazione delle creste. Questo fenomeno comporta 
un rigonfiamento delle camere mitocondriali con formazione di vacuoli che 
determinano un aumento dimensionale di questi organelli (Wong et al., 1995; 
Martin et al., 2007; Fornai et al., 2008). 
L’alterata funzionalità mitocondriale è stata rilevata sia in termini di diminuzione 
dell’attività della catena di trasporto degli elettroni che di diminuita sintesi di ATP 
(Mattiazzi et al., 2002). L’alterazione dei mitocondri osservata nei topi G93A 
potrebbe essere attribuibile alla presenza al loro interno della proteina SOD1 
mutata (Mattiazzi et al., 2002; Kong e Xu, 1998; Jaarsma et al., 2001) che, 
accumulandosi sottoforma di aggregati, causarebbe un malfunzionamento 
mitocondriale con conseguente deficit energetico (Ferri et al., 2006).  
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La mutazione della SOD1 provoca la formazione di una proteina 
conformazionalmente alterata la quale, aggregandosi, forma complessi proteici 
insolubili ed ad alto peso molecolare che si accumulano nei motoneuroni dei topi 
G93A (Johnston et al., 2000). 
L’aspetto intrigante è che non solo in alcune forme familiari, ma anche in alcune 
forme sporadiche di SLA si assiste a un accumulo di SOD1 conformazionalmente 
alterata (Shibata et al., 1996b; Wijesekera e Leigh, 2009). 
La presenza di aggregati della SOD1 mutata e lo stress ossidativo generato da tale 
mutazione, potrebbero essere la causa dell’alterazione dei mitocondri osservata 
sia nei topi transgenici che nei pazienti affetti da SLA (Hirano et al., 1984a; 
Hirano et al., 1984b). 
L’anomalo accumulo sia di mitocondri danneggiati che di proteine alterate nella 
SLA potrebbe essere riconducibile ad una disfunzione nei sistemi di degradazione 
delle componenti cellulari alterate come la via autofagica.
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1.6 L’autofagia 
 
L’autofagia rappresenta uno dei principali sistemi degradativi intracellulari 
preposti alla rimozione di varie componenti cellulari alterate quali aggregati 
proteici e organelli danneggiati (Ravikumar et al., 2002) 
Come riportato in Fig.1, nelle fasi iniziali dell’autofagia intere porzioni 
citoplasmatiche vengono sequestrate all’interno di strutture a doppia membrana 
che costituiscono il fagoforo il quale chiudendosi forma un vacuolo detto 
autofagosoma. I pool di membrane da cui prendono origine gli autofagosomi non 
sono stati ancora ben identificati, ma si presuppone che essi derivino dal reticolo 
endoplasmatico e/o dal trans-Golgi. Nella formazione del vacuolo autofagico è 
coinvolta la proteina LC3 (Microtubule Asssociated Protein 1 Light Chain 3) che 
normalmente è associata ai microtubuli e partecipa alle dinamiche del 
citoscheletro. Quando inizia la formazione dell’autofagosoma, la proteina LC3 si 
dissocia dai microtubuli e viene convertita dalla forma inattiva LC3 I a quella 
attiva LC3 II che interagisce con la membrana dell’autofagosoma. 
In un secondo passaggio l’autofagosoma si fonde con l’endosoma formando 
l’anfisoma che, successivamente, si fonde con il lisosoma i cui enzimi litici 
provvederanno alla degradazione del materiale fagocitato (Eskelinen, 2005). 
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Fig.1. La via autofagica 
Nelle fasi iniziali dell’autofagia strutture a doppia membrana che derivano dal reticolo 
endoplasmatico e/o dal trans-Golgi danno origine al fagoforo che sequestrerà i mitocondri 
alterati. Tale struttura chiudendosi darà origine ad un vacuolo detto autofagosoma a cui si 
associa la forma attivata della proteina LC3 (LC3 II). L’autofagosoma potrà seguire due 
vie: 
1. fondersi con il lisosoma andando a costituire l’autofagolisosoma; 
2. fondersi con l’endosoma generando l’anfisoma che successivamente fondendosi 
   con il lisosoma formerà l’autofagolisosoma. 
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La via appena descritta è quella preferenzialmente seguita ma non è l’unica. Una 
via alternativa consiste nella fusione diretta dell’autofagosoma con il lisosoma. In 
questo caso però l’efficienza autofagica risulta essere minore rispetto alla via 
precedentemente descritta dal momento che, mancando il preliminare processo di 
fusione tra l’autofagosoma e gli endosomi, diminuisce la quantità di enzimi litici e 
proteasi che al termine si ritroveranno nell’autofagolisosoma. Questa minore 
concentrazione enzimatica riduce l’efficacia della degradazione del materiale 
fagocitato. 
L’attivazione della via autofagica è strettamente dipendente da vari fattori quali la 
disponibilità di risorse energetiche (glucosio ed aminoacidi), di fattori di crescita e 
di ormoni. La carenza di tali substrati metabolici extracellulari induce l’autofagia 
inibendo le reazioni anaboliche come la sintesi di proteine e lipidi.  
Altri fattori che possono indurre l’attivazione della via autofagica consistono nella 
presenza all’interno della cellula di aggregati proteici, proteine danneggiate e/o 
malfunzionanti ed organelli alterati.  
Uno dei modulatori negativi della via autofagica è la proteina chinasi mTOR 
(mammalian Target of Rapamycin; Klionsky, 2005) che agisce come sensore 
della presenza di nutrienti ed attiva la sintesi proteica inibendo al contempo 
l’autofagia (Lum et al., 2005). mTOR viene attivata quando i livelli intracellulari 
di inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3) aumentano per effetto della presenza di nutrienti 
(Petiot et al., 2000).  
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In maniera opposta, quando si riducono i livelli intracellulari di IP3, mTOR viene 
inibita con conseguente attivazione dell’autofagia (Arico et al., 2001). Una 
attivazione della via autofagica si ha anche quando viene bloccata l’attività della 
inositolo monofosfatasi (IMPasi) che ha come effetto finale quello di aumentare i 
livelli intracellulari dell’IP3 (Criollo et al., 2007). 
 
1.6.1 Autofagia e neurodegenerazione 
Attualmente l’autofagia viene considerata come un’importante via degradativa 
intracellulare e il suo ruolo è stato studiato nella patogenesi di molte malattie 
neurodegenerative quali la malattia di Parkinson e la malattia di Huntington 
(Anglade et al., 1997; Ravikumar et al., 2004; Ravikumar et al., 2008; Qin et al., 
2003). La via autofagica appare essere coinvolta anche nella degenerazione dei 
motoneuroni nella SLA. Vari studi in vitro e in vivo hanno infatti evidenziato che 
la degenerazione dei singoli motoneuroni è caratterizzata dalla presenza di 
alterazioni ultrastrutturali, quali vacuoli citoplasmatici e mitocondri alterati 
(Kinch et al., 2003; Matyja et al., 2005; Martin, 2007; Fornai et al., 2008a). 
L’esatto ruolo dell’autofagia nella patogenesi della SLA è stato a lungo oggetto di 
dibattito. Da un lato si è ipotizzato che la neurodegenerazione osservata nella 
SLA dipendesse da un eccesso di attivazione della via autofagica rispetto ai livelli 
basali (Morimoto et al., 2007; Li et al., 2008). 
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Un’ipotesi alternativa è invece quella secondo la quale la degenerazione dei 
motoneuroni nella SLA sia la conseguenza di un blocco di tale via, con il 
conseguente accumulo di proteine coinvolte nella cascata autofagica. In tal caso 
l’autofagia rivestirebbe un chiaro ruolo protettivo a livello dei motoneuroni tanto 
che una alterazione della sua normale progressione sarebbe causa di 
neurodegenerazione.  
A sostegno di questa ipotesi, recenti studi hanno dimostrato che una inibizione o 
una parziale inattivazione della via autofagica possono portare ad un 
aggravamento dei processi neurodegenerativi (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 
2006) per effetto di un accumulo intracellulare di proteine misfolded depositate 
sottoforma di aggregati potenzialmente tossici per la cellula. 
A tale proposito, Kabuta e collaboratori, utilizzando colture cellulari esprimenti il 
gene che codifica per la SOD1 umana mutata, sono riusciti a dimostrare per la 
prima volta che un blocco dei sistemi degradativi intracellulari, come la via 
autofagica e il sistema ubiquitina-proteasoma, determina l’accumulo della SOD1 
sottoforma di aggregati proteici insolubili causando morte cellulare. Questo 
risultato dimostra per la prima volta che l’autofagia può rivestire un ruolo critico 
nella degradazione delle proteine intracellulari alterate impedendone un eventuale 
accumulo ed esplicando quindi un chiaro effetto neuroprotettivo (Kabuta et al., 
2006). 
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Oltre alla SOD1, anche gli aggregati di alfa-sinucleina sono substrato della via 
autofagica (Cuervo et al., 2004) ed il loro accumulo è stato riscontrato nelle 
inclusioni neuronali di topi utilizzati come modello sperimentale di SLA 
(Morrison et al., 1996; Martin et al., 2007; Fornai et al., 2008a). 
La via autofagica svolge un importante ruolo nel turn-over degli organelli 
danneggiati tra cui i mitocondri. Nei topi G93A è stato osservato che la 
degenerazione dei motoneuroni è accompagnata da un aumento di mitocondri 
morfologicamente alterati e riccamente vacuolati per effetto dello slargamento 
delle creste (Martin, 2007; Martin et al. 2007; Fornai et al., 2008a). L’analisi 
ultrastrutturale condotta sempre in topi G93A ha rivelato che tali mitocondri 
alterati si trovano all’interno di vacuoli autofagici presenti nei motoneuroni in 
degenerazione (Fornai et al., 2008a). Tale fenomeno suggerise che un difetto della 
via autofagica potrebbe essere alla base dell’accumulo di mitocondri alterati che 
si osserva nei modelli animali di SLA. 
Il ruolo protettivo che la via autofagica riveste nella patogenesi della SLA è anche 
sottolineato dal fatto che varie forme familiari di tale patologia sono attribuibili 
alla mutazione di proteine implicate nella via autofagica. Infatti alcune forme 
familiari di SLA sono associate alla mutazione di geni che codificano per l’alsina 
e per la dinactina, proteine coinvolte rispettivamente nel trasporto degli endosomi 
e degli autofagosomi (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001; LaMonte et al., 
2002; Puls et al., 2003; Chandran et al., 2007). 
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Alla luce di quanto sopra detto, varie evidenze indicano l’esistenza di una stretta 
associazione tra il blocco della via autofagica e la neurodegenerazione nella SLA. 
Per tale motivo il potenziamento di questa via potrebbe produrre effetti benefici in 
tale patologia. 
A tal proposito, il litio, composto ampiamente utilizzato come stabilizzatore 
dell’umore, se somministrato a basse dosi si è rivelato essere un potente induttore 
della via autofagica, che è in grado di attivare per mezzo della inibizione 
dell’inosotolo monofosfatasi (IMPasi; Sarkar et al., 2005). 
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1.7 Litio 
Il litio è una molecola in grado di agire su molteplici target molecolari coinvolti in 
vie metaboliche diverse e spesso contrapposte. Tali effetti così differenti 
dipendono strettamente dal dosaggio di litio utilizzato. Come si osserva nello 
schema riportato in Fig.2, a basse dosi (Ki 0,8 mM) il litio inibisce sia l’inositolo-
polifosfato-1-fosfatasi (IPPasi) che l’inositolo monofosfatasi (IMPasi). L’effetto 
finale è quello di ridurre i livelli di inositolo libero intracellulare (IS) con 
conseguente riduzione della concentrazione dell’IP3. Poiché alti livelli 
intracellulari di l’IP3 inibiscono la via autofagica, una riduzione della sua 
concentrazione funge come segnale di attivazione di tale via (Sarkar et al., 2005). 
Lo stesso effetto di induzione autofagica è esplicato dal litio attraverso un 
secondo meccanismo volto ad inibire il trasportatore dell’inositolo libero (SMIT) 
ottenendo come effetto finale la riduzione dei livelli intracellulari di inositolo e 
quindi di IP3.  
In maniera opposta rispetto a quanto detto sopra, alte dosi di litio (Ki 2mM) 
regolano negativamente l’attività della glicogeno sintetasi chinasi 3 beta (GSK-
3beta) inibendo l’autofagia (Stambolic et al., 1996). 
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Fig.2. Meccanismi intracellulari per mezzo dei quali il litio modula la via 
autofagica 
Il disegno illustra in maniera schematica le due vie opposte attraverso le quali il litio 
è in grado di attivare od inibire la via autofagica. 
Alla concentrazione di 0,8 mM il litio attiva la via autofagica inibendo l’inositolo-
polifosfato-1-fosfatasi (IPPasi), l’inositolo monofosfatasi (IMPasi) ed il 
trasportatore dell’inositolo libero (SMIT). L’effetto finale di tale inibizione 
combinata è quello di ridurre i livelli intracellulari di inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3) 
promuovendo in ultima analisi l’attivazione della via autofagica. 
In maniera opposta, alte dosi di litio (Ki 2mM) regolano negativamente l’attività 
della glicogeno sintetasi chinasi (GSK-3beta) inibendo l’autofagia. 
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1.7.1 Litio e neuroprotezione 
Recentemente è stato dimostrato che il litio esercita una notevole azione 
neuroprotettiva in vari modelli di patologie neurodegenerative quali l’ischemia 
cerebrale (Cappuccio et al., 2005) e l’epilessia indotta da kainato (Busceti et al., 
2007). 
Il litio, infatti è una molecola dotata di molteplici meccanismi d’azione volti a 
contrastare in maniera combinata molteplici pathways patogenetici. 
In primo luogo il litio riduce la vulnerabilità dei motoneuroni alla eccitotossicità 
glutamatergica. Infatti il trattamento con litio protegge le colture cellulari di 
motoneuroni G93A dalla tossicità indotta dal kainato (Fornai et al., 2008a). 
Un altro effetto protettivo consiste nella capacità di indurre mitocondriogenesi. 
Questo fenomeno è stato recentemente osservato da Struewing et al. in cellule 
endoteliali dell’aorta bovina (Struewing et al., 2007) ed è stato confermato anche 
nei topi G93A (Fornai et al., 2008a). Infatti, a livello ultrastrutturale è stato 
osservato che dopo somministrazione di basse dosi giornaliere di litio si 
verificava un marcato incremento nel numero di mitocondri all’interno dei 
motoneuroni e una aumentata clearence di mitocondri alterati. L’analisi 
morfologica ha dimostrato che i mitocondri erano dimensionalmente più piccoli, 
con creste compatte, privi di vacuolizzazioni e quindi ben strutturati. Questi dati 
suggeriscono quindi che il trattamento con litio ha incrementato l’efficacia del 
processo di smaltimento dei mitocondri danneggiati e promosso la generazione di 
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nuovi mitocondri all’interno dei motoneuroni spinali dei topi G93A (Fornai et al., 
2008a).  
Un ulteriore ed affascinante effetto esplicato dal litio consiste nella sua potente 
azione neurogenetica. Recentemente gli studi condotti da Su e collaboratori (Su et 
al., 2007), hanno evidenziato una sorprendente capacità di induzione della 
neuronogenesi da parte del litio concomitante con una riduzione della 
proliferazione gliale. Infatti nei loro esperimenti condotti sia in vivo che in vitro, 
hanno osservato che il litio è in grado di indurre la proliferazione delle cellule 
progenitrici neuronali (NPC) indirizzandole verso il fenotipo neuronale piuttosto 
che verso quello gliale. Questo fenomeno assume rilevanza se si considera che 
nella SLA (Guan et al., 2007), così come in seguito ad un trauma del midollo 
spinale (Yang et al., 2006) è documentato un aumento del numero delle NPC che, 
tuttavia, in entrambi i casi si differenziano in cellule gliali (Guan et al., 2007). 
Sempre in relazione alle potenzialità neuronogenetiche del litio, a livello 
dell’ippocampo Kim e collaboratori hanno dimostrato come la molecola fosse in 
grado di indurre il differenziamento delle NPC verso tipi neuronali con fenotipo 
Calbindina D 28k-positivo (Kim et al., 2004).  
Le proprietà neuronogenetiche del litio, combinate a quelle neuroprotettive 
correlate alla sua capacità di indurre la via autofagica (Sarkar et al., 2005), 
potrebbero offrire nuove prospettive nel trattamento della SLA che, come sopra 
descritto, è proprio caratterizzata da molte delle alterazioni, quali degenerazione 
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dei motoneuroni, proliferazione gliale e deficit della via autofagica, potenziali 
target degli effetti benefici del litio. 
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 2. SCOPO DELLO STUDIO 
 
Lo scopo del presente studio è stato quello di effettuare una indagine dettagliata 
delle alterazioni istopatologiche che intervengono a livello del tratto cervicale e 
lombare del midollo spinale dei topi G93A. In particolare, il nostro studio si è 
basato sull’analisi morfologica del midollo spinale focalizzando l’attenzione non 
solo sui motoneuroni, ma anche su altri tipi cellulari quali gli interneuroni e la 
glia. 
Un ulteriore obiettivo è stato quello di indagare il ruolo dell’autofagia nella 
patogenesi della SLA. A tale scopo, abbiamo confrontato i dati morfologici 
relativi ai topi transgenici G93A con quelli ottenuti in topi G93A trattati 
cronicamente con un attivatore dell’autofagia come il litio. 
Inoltre, visto il potenziale neuronogenetico del litio, dimostrato nel sistema 
nervoso centrale di diversi modelli animali, abbiamo deciso di indagare se anche 
in presenza di SLA il litio potesse indurre neuronogenesi quale meccanismo 
protettivo aggiuntivo rispetto al suo effetto pro-autofagico. 
Questa analisi è stata condotta sia mediante valutazioni comportamentali, 
effettuate con l’uso di adeguati test motori, che per mezzo di analisi morfologiche, 
immunoistochimiche e conte stereologiche condotte in microscopia ottica. 
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                3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 Procedura sperimentale 
Gli studi sono stati condotti su topi maschi transgenici G93A di 60 giorni di vita, 
e rispettivi wild-type littermates (Laboratori Jackson; Bar Harbor, Maine, USA). 
Gli animali sono stati stabulati in numero di 2-3 per gabbia una settimana prima 
dell’inizio della procedura sperimentale e alloggiati in un ambiente a temperatura 
costante (21°C) con un ciclo di luce/buio di 12 ore ciascuno. 
I topi sono stati suddivisi nei seguenti 4 gruppi sperimentali (n=20 per ciascun 
gruppo):  
- wild-type trattati con soluzione salina, 
- wild-type trattati con carbonato di litio, 
- G93A trattati con soluzione salina, 
- G93A trattati con carbonato di litio. 
Tutti gli animali sono stati trattati giornalmente con soluzione salina (0,9% 
cloruro di sodio, i.p.) o con carbonato di litio (corrispondente ad una dose 
giornaliera di litio di 1 mEq/Kg, in soluzione salina, i.p.; Sigma Aldrich, St. 
Louis, MO USA) a partire dal 75esimo giorno di vita, che corrisponde 
all’insorgenza dei sintomi motori, fino allo stadio finale della patologia, 
corrispondente allo stadio tetraplegico. 
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Per l’indagine sul potenziale neuronogenetico del litio, sottogruppi di animali per 
ogni gruppo di trattamento hanno ricevuto iniezioni di 5-Bromo-2-deossiuridina 
(BrdU; Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA), alla dose di 50 mg/Kg i.p., a giorni 
alterni per 20 giorni prima del sacrificio. 
Tutti gli animali sono stati sacrificati al raggiungimento dello stadio tetraplegico. 
Gli esperimenti sono stati eseguiti in accordo con la direttiva del Consiglio 
Europeo 86/609/CEE relativa all’utilizzo e al rispetto della salute degli animali da 
laboratorio. 
 
3.2 Analisi comportamentale 
Per determinare l’insorgenza dei sintomi e monitorare il decorso clinico della 
patologia, nel corso del trattamento tutti gli animali sono stati sottoposti ad analisi 
comportamentale, eseguita giornalmente a partire dal 68° giorno di età e 
proseguita 2 volte a settimana dall’inizio della somministrazione del litio (75° 
giorno di età). 
L’attività motoria ed eventuali alterazioni posturali sono state osservate valutando 
la locomozione degli animali in open field, mentre la perdita del riflesso di 
estensione degli arti posteriori e l’insorgenza del tremore sono stati valutati 
tenendo gli animali sospesi per la coda. 
 37
Inoltre sono stati condotti specifici test comportamentali allo scopo di analizzare 
eventuali variazioni della forza muscolare e della coordinazione. I test utilizzati 
sono stati i seguenti: 
 
Rotarod. Il Rotarod (Columbus Instruments, Columbus OH) è uno strumento 
costituito da un cilindro rotante sul quale vengono posti 
simultaneamente più topi, separati tra loro da setti. Una volta attivato 
il meccanismo, il cilindro compie delle rotazioni alla velocità costante 
di 15 rpm obbligando i topi a camminare mantenendo l’equilibrio. 
Viene, quindi, registrato il tempo di permanenza di ciascun topo sul 
cilindro prima di una sua eventuale caduta. Tale test permette di 
valutare la capacità motoria dei topi sotto sforzo permettendo, così una 
valutazione indiretta sia della forza muscolare che della capacità di 
equilibrio e coordinazione degli arti anteriori e posteriori. 
 
Paw Grip Endurance test (PaGE-test). Ciascun animale viene posto sopra una 
grata di ferro che successivamente viene capovolta dallo 
sperimentatore avendo cura di permettere al topo di 
aggrapparsi. Viene quindi misurato il tempo che ciascun 
topo riesce a rimanere aggrappato alla grata prima di 
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cadere. Si riesce così a valutare indirettamente la forza 
muscolare sviluppata dagli arti del topo. 
 
Stride length test. Nello Stride length test le zampe posteriori dei topi vengono 
dipinte con un colorante atossico e viene misurata la distanza 
in cm tra due impronte successive lasciate lungo il loro 
cammino. Misurando la lunghezza del passo dei topi, si può 
valutare la comparsa di eventuali disfunzioni nella capacità 
motoria. Un punteggio pari a zero viene assegnato agli animali 
paralizzati. 
 
I dati ottenuti sono stati analizzati statisticamente utilizzando t-Student test 
(confronto tra G93A trattati con salina vs G93A trattati con litio) considerando 
significativi i valori con P<0.05. 
 
3.3 Preparazione dei tessuti ed analisi istologica 
I topi sono stati sacrificati dopo anestesia con cloralio idrato e perfusi con 
soluzione salina seguita da paraformaldeide al 4% in PBS. Quindi è stato estratto 
il midollo spinale da cui è stato prelevato il tratto cervicale e lombare ed è stato 
eseguito il processamento per l’inclusione in paraffina. Il protocollo di inclusione 
ha previsto l’immersione dei campioni in soluzioni di alcool etilico a 
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concentrazioni progressivamente crescenti al fine di permettere la disidratazione 
del tessuto. Infine è stato effettuato un ultimo passaggio in xilolo per favorire la 
penetrazione della paraffina nella quale, al termine del processamento, sono stati 
immersi i campioni. Trascorse 4 ore i midolli sono stati montati ottenendo così i 
blocchetti solidi utilizzati per il taglio al microtomo. 
Sezioni coronali di 8 µm di spessore ottenute da ciascun campione sono state 
montate su vetrini polilisinati seguendo uno stretto ordine anatomico. Tutte le 
sezioni ottenute sono state utilizzate per l’analisi morfologica, stereologica ed 
immunoistochimica (immunoperossidasi e immunofluorescenza). 
 
3.3.1 Analisi morfologica e conta stereologica 
Per la conta stereologica sono state utilizzate sezioni raccolte su ciascun vetrino 
in modo seriale ma non consecutivo, distanziate l’una dall’altra da 80 µm. Tale 
procedura ci ha permesso di analizzare con assoluta certezza neuroni diversi per 
ciascuna sezione. Per ciascun topo sono state ottenute un totale di 125 sezioni per 
ogni tratto di midollo analizzato. 
Sezioni colorate con il metodo dell’ematossilina/eosina sono state utilizzate sia 
per valutare la presenza di eventuali alterazioni morfologiche, sia per analizzare il 
numero, la citoarchitettura e la morfometria dei motoneuroni della Lamina IX e 
dei neuroni della Lamina VII identificati come indicato nello schema. 
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In particolare gli alfa-motoneuroni della Lamina IX sono stati identificati in base 
alla loro classica morfologia (cellule multipolari con nucleo non condensato e 
nucleolo ben evidente) ed alle dimensioni (diametro superiore a 30 μm; Martin et 
al., 2007). Tali criteri ci hanno permesso di considerare con sufficiente margine di 
sicurezza la popolazione degli alfa-motoneuroni escludendo dalla conta i beta-
motoneuroni. 
Per quanto riguarda le cellule di Renshaw, esse sono state identificate in base alla 
loro posizione all’interno della Lamina VII (Watson et al., 2009), alla loro 
dimensione con un diametro compreso tra 10 e 20 μm (che ci ha permesso di 
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escludere le cellule gliali) e alla loro immunopositività per la Gefirina e la 
Calbindina D28k (vedi paragrafo successivo). Le sezioni processate per 
l’immunoistochimica sono state utilizzate per la conta delle cellule 
immunopositive seguendo gli stessi criteri sopra descritti per la conta stereologica 
delle sezioni colorate con ematossilina-eosina. 
Le conte sono state effettuate da due osservatori indipendenti, in cieco rispetto ai 
gruppi sperimentali. 
Un’ulteriore indagine morfologica, volta ad ottenere una stima della presenza di 
vacuoli autofagici, è stata condotta utilizzando la colorazione con 
Monodansilcadaverina, colorante che viene incorporato nei vacuoli intracellulari. 
Sia l’analisi morfologica che la conta stereologica sono state condotte utilizzando 
il microscopio ottico Eclipse 80i (Nikon, Giappone). 
I dati relativi al numero ed alle dimensioni dei motoneuroni alfa ed al numero dei 
piccoli neuroni contati in ciascun topo, da ciascun osservatore, sono stati utilizzati 
per ottenere un valore medio per ciascun gruppo di animali.  
I dati sono stati analizzati statisticamente utilizzando l’analisi della varianza 
(ANOVA) combinata con il modello di analisi statistica proposto da Scheffè, 
considerando significativi i valori con P<0,05. 
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3.3.2 Analisi immunoistochimica 
Per l’analisi immunoistochimica sono stati utilizzati anticorpi diretti contro: 
- NeuN, (1:100, Chemicon, Billerica, MA USA) per identificare le cellule 
neuronali del corno anteriore del midollo spinale; 
- Calbindina D28k (1:500, Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) e Gefirina (1:100, 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA USA), per identificare e distinguere 
le cellule di Renshaw della Lamina VII del midollo spinale; 
- GFAP (1:100, Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) per analizzare l’attivazione 
gliale; 
- Alfa-sinucleina (1:50, BD Biosciences, San Jose, CA USA), ubiquitina (1:100, 
Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) e SOD1 (1:500, Stressgen Bioreagents, 
Ann Arbor, MI USA) al fine di valutarne l’eventuale accumulo all’interno dei 
neuroni sottoforma di inclusioni. 
Le sezioni sono state incubate in soluzioni contenenti l’anticorpo primario, il 
normal goat-serum (Vector Laboratories, Burlingame, CA USA) al 10% ed il 
TBS per 24 ore a 4°C. 
Per l’immunoperossidasi gli anticorpi secondari biotinilati (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA USA) sono stati impiegati alla diluizione di 1:200 per 1 ora e, 
dopo incubazione con il kit ABC, l’immunomarcatura è stata rivelata per mezzo 
della reazione con la diaminobenzidina (Vector Laboratories, Burlingame, CA 
USA). 
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Per l’immunofluorescenza sono stati utilizzati anticorpi secondari coniugati alla 
Fluoresceina impiegati alla diluizione di 1:100 (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA USA), oppure anticorpi secondari coniugati al Cy3 impiegati alla diluizione 
di 1:400 (Chemicon, Billerica, MA USA). 
Tutte le sezioni sono state osservate al microscopio ottico Eclipse 80i (Nikon, 
Giappone). 
 
3.3.3 Trattamento con BrdU e relativo processamento dei campioni 
Allo scopo di valutare il potenziale effetto neuronogenetico del trattamento con 
litio, un sottogruppo di topi G93A sono stati trattati con 5-Bromo-2-deossiuridina 
(BrdU) alla dose di 50 mg/kg i.p., a giorni alterni per 10 giorni. La BrdU, essendo 
un composto selettivamente incorporato nel DNA delle cellule in divisione, 
fornisce una valutazione diretta della proliferazione cellulare. 
L’analisi immunoistochimica per la BrdU rivela, quindi, la presenza di NPC e la 
doppia immunomarcatura per BrdU/Calbindina D28k ci ha permesso di 
caratterizzare il fenotipo cellulare verso il quale si differenziano le NPC. 
Le sezioni di midollo spinale sono state analizzate mediante anticorpi primari 
diretti contro la BrdU (1:500, Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) e la 
Calbindina D28k (1:500, Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) ed analizzate al 
microscopio ottico a fluorescenza Eclipse 80i (Nikon, Giappone). 
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La conta delle cellule BrdU-positive e di quelle con doppia marcatura 
BrdU/Calbindina D28k è avvenuta seguendo una procedura analoga a quella già 
descritta precedentmente per le altre conte neuronali (vedi paragrafo 3.3.1.) 
I dati sono stati analizzati statisticamente utilizzando l’analisi della varianza 
(ANOVA) combinata con il modello di analisi statistica proposto da Scheffè, 
considerando significativi i valori con P<0,05. 
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4. RISULTATI 
4.1 Analisi comportamentale 
Dalla valutazione dei dati comportamentali è emerso che il trattamento cronico 
con basse dosi di litio è stato in grado di prolungare significativamente la 
sopravvivenza media dei topi G93A. La paralisi motoria è stata raggiunta a 
110,8±5,0 giorni per i topi G93A trattati con salina ed a 148±4,3 giorni per i topi 
G93A trattati con litio che quindi presentano un incremento di sopravvivenza del 
36% (**P<0,001; tab.). Per quanto riguarda l’insorgenza dei sintomi motori, 
questi sono stati osservati a 101,0±2,5 giorni per i topi G93A trattati con salina ed 
a 109,2±3,2 giorni per i topi G93A trattati con litio (*P<0,05; tab.). Da questi dati 
emerge che la durata media della malattia nei topi G93A trattati con litio è stata 
prolungata a 38 giorni che, confrontati con i 9 giorni di durata media di malattia 
dei topi G93A trattati con salina, corrispondono ad un incremento pari al 300%. 
 
 
G93A+Salina 
 
G93A+Litio 
 
SOPRAVVIVENZA MEDIA (GIORNI) 110,8±5,0 
 
148±4,3** 
INSORGENZA DEI SINTOMI MOTORI (GIORNI) 101,0±2,5 
 
109,2±3,2* 
 
Inoltre, tutti i test comportamentali eseguiti sui topi G93A hanno evidenziato 
come il trattamento con litio, rispetto a quello con soluzione salina, sia stato in 
grado di produrre un miglioramento dell’attività motoria, della forza muscolare e 
della coordinazione. 
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4.2 Analisi morfologica 
L’analisi morfologica è stata condotta, per quanto riguarda i topi G93A, al 
raggiungimento della paralisi motoria, cioè a 110,8±5 giorni di vita per i topi 
trattati con salina ed a 148±4,3 giorni per quelli trattati con litio. 
I dati ottenuti a livello della Lamina IX e della Lamina VII del midollo spinale 
verranno discussi separatamente. 
4.2.1 Lamina IX 
L’analisi dei tratti cervicale e lombare del midollo spinale ha evidenziato che nei 
topi G93A giunti al termine della malattia, le alterazioni patologiche maggiori 
risultano essere soprattutto a carico del tratto lombare, mentre a livello del tratto 
cervicale si osserva una maggiore preservazione di motoneuroni. 
Analisi del midollo cervicale 
Le immagini a basso e ad alto ingrandimento relative alla Lamina IX del midollo 
cervicale (Fig.3), evidenziano come i topi G93A trattati con salina presentino una 
notevole riduzione nel numero di motoneuroni se confrontato con quello 
osservabile nei topi WT. Nei topi G93A trattati con litio, invece, si osserva una 
maggiore preservazione motoneuronale. La conta stereologica conferma questa 
analisi (Fig.3c) evidenziando una variazione significativa nel numero di 
motoneuroni per sezione: dai 24,4±0,6 contato nei topi G93A trattati con salina ai 
30,8±0,7 in quelli trattati con litio (P<0,05) il cui valore si avvicina molto a quello 
contato nei topi WT (32,6±0,9). 
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Fig.3. Analisi morfologica della Lamina IX del midollo cervicale 
(a) Immagini di sezioni colorate con il metodo dell’ematossilina/eosina fotografate a 
basso ingrandimento. (b) Particolare ad alto ingrandimento della Lamina IX. (c) Conta 
stereologica relativa al numero totale di motoneuroni contati in tutto il tratto cervicale del 
midollo e al numero di motoneuroni contato per sezione. *, P<0,05 vs WT trattati con 
salina; #, P<0,05 vs WT e G93A trattati con salina (Scale bars: a, 285 μm; b, 75 μm). 
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Analisi del midollo lombare 
Osservando le immagini, già a basso ingrandimento, è evidente una notevole 
riduzione del numero di motoneuroni sia nei topi G93A trattati con salina che in 
quelli trattati con litio, rispetto ai topi WT (Fig.4a,b).  
L’analisi stereologica (Fig.4c) conferma il dato permettendo di quantificare sia il 
numero medio di motoneuroni in tutto il tratto lombare, sia il numero medio 
contato per sezione. In entrambi i casi i dati relativi ai due gruppi di topi G93A 
sono praticamente comparabili e risultano ridotti di circa il 26% se confrontati con 
quelli dei topi WT (P<0,05). 
Infatti, la conta del numero medio di motoneuroni per sezione è stata di 18,3±1,2 
nei topi G93A trattati con salina, 17,8±1 in quelli trattati con litio e 24,5±1,2 nei 
topi WT. Il numero medio di motoneuroni contati in tutto il tratto del midollo 
lombare è risultato 2266,7±133 nei topi G93A trattati con salina, 2222±128 in 
quelli trattati con litio e 3049,7±176 nei topi WT. 
L’analisi morfologica, eseguita a più forte ingrandimento (Fig.5), mostra che i 
motoneuroni dei topi G93A trattati con salina presentano una notevole 
vacuolizzazione citoplasmatica accompagnata da un significativo incremento 
dimensionale osservabile sia in termini di incremento di area media, che risulta 
essere 1093,4±43 μm2 (854,5±25,40 μm2 nei topi WT; P<0,05), che di diametro 
medio, valutato in 37,5±0,6 μm (35±0,3 μm nei topi WT; P<0,05). 
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Fig.4. Analisi morfologica della Lamina IX del midollo lombare 
(a,b) Immagini a basso ed alto ingrandimento di sezioni colorate con il metodo 
dell’ematossilina/eosina. (c) Conta stereologica relativa al numero totale di motoneuroni 
contati in tutto il tratto lombare del midollo ed al numero di motoneuroni contato per 
sezione. *, P<0,05 vs WT trattati con salina (Scale bars: a, 300 μm; b, 60 μm). 
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Questo incremento dimensionale, confrontato con i motoneuroni di topi WT, può 
essere quindi quantificato in circa il 30%. 
Nel gruppo di topi G93A sottoposto a trattamento con litio la normale morfologia 
dei motoneuroni risulta essere, invece, preservata. Il processo di vacuolizzazione 
è notevolmente ridotto e sia il valore dell’area media (816,5±28,90 μm2) che 
quello del diametro medio (34,4±0,3 μm) possono ritenersi comparabili con quelli 
degli animali WT (vedi sopra). 
L’effetto neuroprotettivo del litio sui motoneuroni è stato concomitante ad un 
significativo incremento della positività per la Monodansilcadaverina (MDC, 
Fig.6). 
Come mostrato nelle immagini, i topi G93A trattati con litio, rispetto a quelli 
trattati con salina, presentano un elevato numero di vacuoli che incorporano la 
MDC. Questo fenomeno non è circoscritto solo ai topi G93A ma è stato 
riscontrato, anche se in minor misura, nei topi WT nei quali dopo trattamento con 
litio compaiono piccolissimi vacuoli MDC-positivi (Fig.6). 
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Fig.5. Analisi morfometrica della Lamina IX del midollo lombare 
(a) Analisi morfometrica di α-motoneuroni rappresentativi di ciascun gruppo colorati con 
il metodo dell’ematossilina/eosina. (b) Grafici relativi al diametro ed all’area media dei 
motoneuroni contati in tutto il tratto lombare del midollo.  
*, P<0,05 vs WT trattati con salina; #, P<0,001 vs G93A trattati con salina (Scale bars: 
20μm). 
 
 
 
 
 
 
Fig.6. Colorazione con Monodansilcadaverina dei motoneuroni della Lamina IX del 
midollo lombare 
Le frecce evidenziano la presenza di vacuoli positivi per la Monodansilcadaverina (Scale 
bars: 13μm). 
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Analisi immunoistochimica 
I topi G93A hanno mostrato un accumulo di materiale proteico all’interno dei 
neuroni midollari. Dopo trattamento con litio è stata osservata un’aumentata 
clearance di tali aggregati proteici (Fig.7). 
In Fig.7a sono riportate immagini relative all’immunomarcatura condotta per 
l’ubiquitina. Mentre nei topi WT trattati con salina e con litio si osserva una 
debole e diffusa immunopositività, nei topi G93A trattati con salina sono presenti 
aggregati ubiquitina-positivi che si accumulano sia a livello del corpo cellulare 
che degli assoni dei motoneuroni. Il trattamento con litio nei topi G93A induce 
una riduzione dell’immunopositività per l’ubiquitina, promuovendo la clearance 
di tali aggregati soprattutto a livello degli assoni. 
Un risultato simile è stato osservato nell’immunomarcatura condotta per la SOD1 
(Fig.7b). In particolare, mentre in entrambi i gruppi WT si osserva una 
debolissima immunopositività, nei topi G93A trattati con salina sono visibili 
aggregati SOD1-positivi, particolarmente addensati, proprio come accade per gli 
aggregati ubiquitina-positivi, all’interno del corpo e degli assoni dei motoneuroni 
(freccia). Questi accumuli proteici positivi per la SOD1 risultano, invece, 
marcatamente ridotti nei topi G93A trattati con litio. 
In Fig.7c sono riportate immagini relative all’immunomarcatura per l’alfa-
sinucleina. Nel citoplasma dei motoneuroni dei topi G93A sono visibili aggregati 
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alfa-sinucleina positivi che risultano notevolmente ridotti nei topi G93A trattati 
con litio. 
Un ulteriore effetto del trattamento con litio è stato quello di determinare una 
diminuzione dell’immunopositività per la GFAP (Fig.8). Da come si può 
osservare dalle immagini, nessuna immunomarcatura è riscontrabile nei topi WT, 
mentre un elevato numero di cellule GFAP-positive sono osservabili nei topi 
G93A trattati con salina. Nei topi G93A trattati con litio, l’immunomarcatura 
risulta notevolmente attenuata soprattutto a livello dei prolungamenti gliali 
(Fig.8). 
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Fig.7. Analisi istochimiche condotte a livello Lamina IX del midollo lombare 
(a) Immagini relative all’immunomarcatura condotta per l’ubiquitina. Le frecce indicano 
la presenza di aggregati ubiquitina-positivi a livello del corpo cellulare e degli assoni dei 
motoneuroni. (b) Immunomarcatura condotta per la SOD1. La freccia indica la presenza 
di aggregati SOD1-positivi a livello dell’assone del motoneurone. (c) Immunomarcatura 
condotta per l’alfa-sinucleina. (Scale bars: a,b 50 μm; c, 27 μm) 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8. Immunofluorescenza per la GFAP condotta a livello Lamina IX del midollo 
lombare 
Le immagini mostrano una elevata immunofluorescenza per la GFAP nei topi G93A 
trattati con salina ed una marcata riduzione in quelli trattati con litio. (Scale bars: 33 μm). 
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4.2.2 Lamina VII 
Lo studio morfologico è stato effettuato anche valutando i neuroni della Lamina 
VII, con diametro compreso tra i 10 ed i 20 μm (Fig.9a). 
Al termine della malattia, il numero di tali neuroni nella Lamina VII dei topi 
G93A trattati con salina risulta ridotto del 50% al confronto con i topi WT 
(Fig.9b, P<0,05). Tale riduzione neuronale risulta essere molto più marcata di 
quella osservata per i motoneuroni della Lamina IX in cui si era osservata una 
perdita neuronale del 26%. Nel gruppo di topi G93A trattati con litio il numero di 
tali neuroni risulta significativamente aumentato non solo rispetto ai topi G93A 
trattati con salina (P<0,001) ma, sorprendentemente, anche rispetto agli stessi topi 
WT. Infatti l’incremento neuronale è del 154% rispetto ai topi G93A trattati con 
salina e del 37% rispetto ai topi WT. E’ interessante notare come l’incremento 
cellulare osservato dopo trattamento con litio sia un effetto patologia-dipendente, 
osservabile solo nel gruppo di topi G93A e non in quello di topi WT.
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Fig.9. Analisi morfologica della Lamina VII del midollo lombare 
(a) Immagini ad alto ingrandimento di neuroni della Lamina VII con un diametro 
compreso tra i 10 ed i 20 μm. (b) Conta stereologica relativa al numero medio di neuroni 
contati per sezione. *, P<0,05 vs WT trattati con salina; #, P<0,001 vs G93A trattati con 
salina (Scale bars: 15μm). 
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L’immunomarcatura per NeuN (Fig.10a) ha confermato l’incremento cellulare 
osservato dopo trattamento con litio e i risultati della conta stereologica (Fig. 10d) 
sono praticamente sovrapponibili a quelli ottenuti contando sezioni colorate con il 
metodo dell’ematossilina/eosina. Infatti, il numero di cellule NeuN-positive 
presenti nella Lamina VII dei topi G93A trattati con salina risulta 
significativamente ridotto se confrontato con quello dei topi WT. Il trattamento 
con litio dei topi G93A ha portato ad un significativo incremento di cellule NeuN-
positive il cui numero risulta essere superiore non solo a quello contato nei topi 
G93A trattati con salina, ma anche superiore rispetto a quello contato nei topi 
WT. Tale fenomeno, quindi è riconducibile ad un effetto neuronogenetico del litio 
che però si verifica solo nei topi G93A e non è osservabile nel gruppo di topi WT. 
Lo stesso pattern di incremento neuronale è stato riscontrato nell’analisi 
immunoistochimica per la Gefirina (Fig.10b) e per la Calbindina D28k (Fig.10c), 
marcatori delle cellule di Renshaw. Come si può verificare dalle immagini e dalla 
relativa analisi stereologica (Fig.10d) i topi G93A trattati con salina rispetto ai 
topi WT presentano una notevole riduzione di cellule sia Gefirina che Calbindina-
positive. Nei topi G93A trattati con litio si osserva invece un notevole incremento 
neuronale sia rispetto ai topi G93A che rispetto ai topi WT. Proprio come è stato 
osservato nel caso della colorazione con ematossilina-eosina e 
nell’immunoistochimica per il NeuN, l’effetto neuronogenetico del litio è 
circoscritto ai soli topi G93A e non coinvolge i topi WT. Infatti il numero di 
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Fig.10. Analisi istochimiche condotte a livello Lamina VII del midollo lombare 
(a) Immunofluorescenza condotta per il NeuN. (b) Immunofluorescenza condotta per la 
Gefirina. (c) Immunomarcatura condotta per la Calbindina D28k. (d) Conta stereologica 
relativa al numero medio di interneuroni immunopositivi contati per sezione. *, P<0,05 
vs WT trattati con salina; #, P<0,05 vs G93A trattati con salina (Scale bars: a,b,c 22 μm). 
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cellule Gefirina e Calbindina-positive risulta essere paragonabile nei topi WT 
trattati con salina e con litio. 
La Fig.11 riporta la doppia immunofluorescenza condotta per BrdU (verde) e 
Calbindina D28k (rosso). Per quanto riguarda i topi G93A l’immunomarcatura 
effettuata utilizzando la BrdU ha rilevato un netto incremento di cellule neo-
formate dopo trattamento con litio. Da come si può osservare dalle immagini e dai 
grafici delle conte (Fig.11b), i topi G93A trattati con salina basalmente 
presentano un numero di cellule BrdU-positive che già risulta essere 
significativamente maggiore rispetto ai topi WT trattati con salina (P<0,05). In 
questo gruppo di topi G93A il trattamento con litio provoca un notevole 
incremento di cellule neo-formate che risultano essere il 74% in più rispetto a 
quelle contate nei topi G93A trattati con salina (P<0,05). L’effetto neurogenetico 
del trattamento con litio non è circoscritto solo al gruppo di topi G93A, ma si 
estende anche ai topi WT. Infatti il numero di NPC neo-formate (BrdU-positive) 
passa da 2,2±0,5 contate nei topi WT trattati con salina a 17,3±0,6 contate nei topi 
WT dopo trattamento con litio. 
L’immunofluorescenza condotta per la Calbindina conferma il dato ottenuto con 
la tecnica dell’immunopersossidasi (Fig.10c,d). Anche in questo caso i topi G93A 
trattati con litio presentano un incremento neuronale non solo rispetto ai topi dello 
stesso gruppo trattati con salina, ma anche rispetto ai topi WT. 
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Fig.11. Doppia immunofluorescenza per BrdU e Calbindina D28k condotta a livello 
della Lamina VII del midollo lombare. 
(a) Immagini rappresentative della doppia immunofluorescenza per BrdU (in verde) e 
Calbindina D28k (in rosso) condotta nei quattro gruppi sperimentali. (b) Conta 
stereologica relativa al numero medio di cellule contate per sezione nelle due singole e 
nella doppia immunofluorescenza. *, P<0,05 vs WT trattati con salina; #, P<0,05 vs Wt e 
G93A trattati con salina (Scale bars: 21,5 μm). 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12. Immunoistochimica per l’alfa-sinucleina condotta a livello della Lamina VII 
del midollo lombare. 
Dalle immagini si apprezza la riduzione della marcatura per l’alfa-sinucleina nei topi 
G93A trattati con litio rispetto a quelli trattati con salina. (Scale bars: 19 μm)
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La doppia immunofluorescenza per BrdU e Calbindina D28k ha permesso di 
caratterizzare tra le cellule BrdU-positive, quelle differenziatesi in neuroni 
Renshaw-like. Sia le immagini, che il grafico delle conte, evidenziano come i topi 
G93A trattati con litio fossero l’unico gruppo che presentava cellule marcate 
contemporaneamente per BrdU e Calbindina D28k. Inoltre, anche in questo caso 
la conta stereologica delle cellule BrdU/Calbindina D28k positive ha evidenziato 
lo stesso trend di incremento neuronale osservato nelle altre colorazioni. 
Infine, come visto in precedenza nella Lamina IX, anche nella Lamina VII il 
trattamento con litio è stato in grado di ridurre gli aggregati positivi per l’alfa-
sinucleina (Fig.12). Infatti, nei topi G93A trattati con salina è osservabile un 
elevata immunopositività per tale proteina, fenomeno che risulta invece 
notevolmente attenuato nei topi dello stesso gruppo trattati con litio. 
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5. DISCUSSIONE 
 
La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) è una malattia neurodegenerativa 
devastante caratterizzata, dal punto di vista anatomo-patologico, dalla perdita di 
motoneuroni nel sistema nervoso centrale. 
I meccanismi alla base della degenerazione selettiva dei motoneuroni nella SLA 
non sono noti, ma recentemente è emerso che un’alterazione della via autofagica 
potrebbe svolgere un ruolo chiave nella patogenesi della malattia cosi come è 
stato osservato per altre patologie neurodegenerative quali la malattia di 
Parkinson e la malattia di Huntington (Anglade et al., 1997; Qin et al., 2003; 
Ravikumar et al., 2004; Ravikumar et al., 2008). 
L’esatto ruolo dell’autofagia in queste patologie è stato a lungo oggetto di 
dibattito. Alcuni autori correlano la comparsa di fenomeni neurodegenerativi con 
un’attivazione della via autofagica superiore rispetto ai livelli basali (Morimoto et 
al., 2007; Li et al., 2008). In netto contrasto con questa ipotesi, altri autori 
ritengono che sia il blocco di questa via ad indurre neurodegenerazione (Hara et 
al., 2006; Komatsu et al., 2006; Fornai et al., 2008a,b). 
A sostegno di questa seconda tesi vi è l’evidenza che varie forme familiari di SLA 
sono attribuibili alla mutazione di geni che codificano per proteine, come l’alsina 
e la dinactina, che provocano una alterazione nella normale progressione della via 
autofagica (LaMonte et al., 2002; Chandran et al., 2007). 
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Inoltre una delle lesioni istopatologiche caratteristiche dei pazienti affetti da SLA 
è la presenza, a livello dei motoneuroni in degenerazione, di inclusioni che 
contengono proteine aggregate quali SOD1 ed alfa-sinucleina (Miklossy et al., 
2008; Shibata et al., 1996a; Shibata et al., 1996b; Wijesekera e Leigh, 2009). 
L’anomalo accumulo di queste proteine potrebbe essere riconducibile ad una 
disfunzione nei sistemi di detossificazione intracellulari a cui è preposta la via 
autofagica. 
Un’ulteriore conferma del ruolo centrale svolto dall’autofagia nella patogenesi 
della SLA emerge dai numerosi dati in letteratura relativi a studi condotti su 
modelli animali di tale malattia. Questi lavori indicano che la degenerazione dei 
motoneuroni è accompagnata dall’accumulo a livello citoplasmatico di mitocondri 
danneggiati la cui mancata degradazione potrebbe proprio essere attribuita ad un 
deficit autofagico (Hirano et al., 1984a; Martin, 2007; Martin et al., 2007; Fornai 
et al., 2008a). 
Il quadro complessivo che emerge ci fa propendere per l’ipotesi secondo la quale 
una disfunzione della via autofagica sarebbe coinvolta nella degenerazione dei 
motoneuroni e, di conseguenza, l’attivazione di tale via potrebbe avere un effetto 
neuroprotettivo nella SLA. 
A tal proposito, nel presente studio è stato utilizzato il litio come induttore 
dell’autofagia per verificare le sue capacità neuroprotettive già testate in vari 
modelli di patologie neurodegenerative quali l’ischemia cerebrale (Cappuccio et 
al., 2005) e l’epilessia indotta da kainato (Busceti et al., 2007). 
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Per questo scopo sono stati utilizzati topi G93A che rappresentano il modello 
animale di SLA più utilizzato in quanto sia dal punto di vista comportamentale 
che dal punto di vista anatomo-patologico riproducono una patologia molto simile 
a quella osservata nei pazienti umani (Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995; 
Gurney, 1997). 
I topi G93A sono stati trattati giornalmente con soluzione salina o carbonato di 
litio a partire dal 75esimo giorno di vita, che corrisponde all’isorgenza dei sintomi 
motori, fino allo stadio finale della patologia, corrispondente allo stadio 
tetraplegico. 
L’analisi comportamentale del decorso della malattia ci ha permesso di valutare il 
significativo effetto protettivo del litio, che ha aumentato di 38 giorni la 
sopravvivenza media dei topi G93A, rallentando l’insorgenza della paralisi 
motoria e prolungando di 29 giorni la durata media della malattia. 
Tali effetti sono stati accompagnati da un miglioramento nell’istopatologia del 
midollo spinale dei topi G93A trattati con litio. 
In particolare nei topi giunti al termine della malattia, l’analisi della Lamina IX 
dei tratti cervicale e lombare del midollo spinale, ha evidenziato che il litio ha 
prodotto una notevole preservazione della normale morfologia dei motoneuroni in 
entranbi i tratti midollari, mentre, a livello cervicale, è stata osservata anche una 
significatva preservazione del numero di motoneuroni rispetto ai topi G93A 
trattati con salina. 
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A livello del midollo lombare, invece, analizzando i dati relativi alla conta 
stereologica, si nota che il trattamento con litio non è stato in grado di contrastare 
la perdita neuronale osservata nei topi G93A trattati con salina. Tuttavia, 
nell’analisi di questo dato, bisogna considerare che le conte stereologiche sono 
state condotte per entrambi i gruppi di topi G93A al raggiungimento della paralisi 
motoria che, nei topi trattati con litio, sopraggiunge 38 giorni dopo quelli trattati 
con salina. 
Inoltre, questa differenza osservabile tra i due distretti anatomici riflette la 
sintomatologia a cui vanno incontro i topi G93A nei quali i deficit motori 
maggiori si riscontrano negli arti posteriori piuttosto che in quelli anteriori. In 
queste condizioni, quindi, il litio ha avuto un effetto protettivo maggiore a livello 
cervicale dove l’insulto patologico dovuto alla malattia è minore. 
L’analisi morfologica e immunoistochimica ha dimostrato comunque che il litio 
ha avuto notevoli effetti neuroprotettivi sugli alfa-motoneuroni, riducendo tutte le 
alterazioni osservabili nei topi G93A trattati con salina. In questi ultimi, i 
motoneuroni apparivano dimensionalmente più grandi e presentavano notevoli 
alterazioni ultrastrutturali come vacuoli intracellulari ed aggregati proteici SOD1, 
ubiquitina ed alfa-sinucleina-positivi, il cui accumulo presuppone un deficit della 
via autofagica. Il trattamento con litio è stato in grado di ridurre in maniera 
significativa tutte le alterazioni sopra descritte preservando le normali dimensioni 
dei motoneuroni, riducendo il processo di vacuolizzazione citoplasmatica e 
aumentando la clearance degli aggregati proteici. 
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Questi effetti neuroprotettivi del litio sono riconducibili alla sua capacità di 
indurre la via autofagica così come è stato provato dall’incremento di positività 
per la Monodansilcadaverina nei motoneuroni dei topi G93A trattati con litio. 
Dai nostri studi, inoltre, è emerso che nei topi G93A la degenerazione non 
coinvolge esclusivamente i motoneuroni, ma si estende anche ai piccoli neuroni 
della Lamina VII. Questo fenomeno è stato documentato recentemente in studi 
volti ad indagare il coinvolgimento di tipi cellulari diversi dai motoneuroni 
(Boillée et al., 2006; Morrison et al., 1998; Martin et al., 2007). I nostri dati 
confermano queste osservazioni, quantificando la perdita dei neuroni della 
Lamina VII nei topi G93A intorno al 50% che, se confrontata con quella relativa 
alla degenerazione dei motoneuroni (circa il 26%), mostra che questi piccoli 
neuroni degenerano in maniera più marcata. Per comprendere il significato di tale 
fenomeno, nel nostro studio abbiamo effettuato una loro caratterizzazione 
immunologica e, sulla base dell’immunopositività per la Calbindina D28k e per la 
Gefirina, tali neuroni sono stati identificati come cellule di Renshaw. Le cellule di 
Renshaw sono neuroni glicinergici/GABAergici che costituiscono il circuito 
collaterale ricorrente inibitorio dei motoneuroni (Thomas e Wilson, 1965). Questi 
neuroni vengono attivati dalle collaterali del motoneurone e tramite il loro assone 
inibiscono il motoneurone stesso. E’ stato ipotizzato che la perdita di tali neuroni 
possa addirittura precedere quella dei motoneuroni e verificarsi nello stadio 
asintomatico della malattia (Morrison et al., 1998). Quindi, per effetto della 
perdita massiva e precoce delle cellule di Renshaw, vengono meno quei 
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meccanismi fisiologici in grado di contrastare l’eccessiva e sostenuta stimolazione 
glutammatergica che converge sui motoneuroni. La riduzione delle cellule di 
Renshaw è stata dimostrata anche in pazienti affetti da SLA (Shefner e Logigian, 
1998) e l’eccessiva stimolazione motoneuronale che la loro assenza comporta 
pottrebbe essere alla base delle fascicolazioni, uno dei sintomi più frequenti 
osservati nei pazienti. 
La perdita delle cellule di Renshaw e la conseguente mancanza dell’azione 
inibitoria che esse esercitano sui motoneuroni possono rappresentare uno dei 
fattori che conducono i motoneuroni alla degenerazione. 
Alla luce di queste considerazioni, è importante sottolineare che nel nostro studio 
il trattamento con litio è stato in grado di esplicare un effetto protettivo sulle 
cellule di Renshaw. In particolare, la somministrazione cronica di litio nei topi 
G93A ha prodotto un netto incremento di tali neuroni la cui conta risulta essere 
significativamente maggiore non solo se confrontata con quella dei topi G93A, 
ma sorprendentemente anche rispetto a quella effettuata negli animali WT. Lo 
stesso pattern di incremento neuronale è stato rilevato con tutte le tecniche di 
colorazione mirate all’identificazione delle cellule di Renshaw ed è stato 
rafforzato dai risultati della doppia immunofluorescenza condotta per BrdU e 
Calbindina D28k. Questa analisi ha dimostrato che nei topi G93A il trattamento 
con litio rispetto a quello con salina non solo ha prodotto un incremento di cellule 
di nuova sintesi, visualizzate per mezzo dell’incorporazione della BrdU, ma ha 
selettivamente indotto la differenziazione di alcune di queste cellule verso un 
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fenotipo Renshaw-like in quanto positive per la Calbindina D28k. L’incremento 
neuronale dopo trattamento con litio è apparso circoscritto solo ai topi G93A e 
non era esteso ai topi di controllo. Questo risultato ha quindi dimostrato che tale 
effetto del litio è un fenomeno malattia-dipendente dovuto cioè alla combinazione 
tra trattamento e stato patologico. 
La capacità del litio di promuovere selettivamente la proliferazione di neuroni 
Calbindina D28k-positivi era già stata dimostrata a livello dell’ippocampo (Kim 
et al., 2004) ma la scoperta che questo fenomeno avviene anche a livello del 
midollo spinale di topi G93A è di notevole rilevanza in quanto mai prima d’ora 
era stata descritta neuronogenesi midollare. 
In letteratura, infatti, è documentato nei topi G93A l’incremento basale di cellule 
progenitrici neuronali (NPC; Chi et al., 2006), il cui destino però è quello di 
differenziarsi specificamente verso il fenotipo gliale (Guan et al., 2007) e non 
verso quello neuronale. Il nostro studio ha confermato questo incremento di NPC 
nei topi G93A trattati con salina e come previsto, nessuna di queste cellule si è 
marcata per Calbindina D28k. 
Invece, nei topi G93A a cui è stato somministrato il litio, il trattamento ha indotto 
un incremento di NPC significativamante superiore a quello che si verifica nei 
topi G93A e queste cellule neoformate sono state indotte a differenziarsi verso un 
fenotipo Renshaw-like; contestualmente, si è verificata una marcata soppressione 
della proliferazione delle cellule gliali, così come rilevato dalla riduzione 
dell’immunopositività per la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein). 
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Questo effetto del litio sul blocco della proliferazione gliale conferma quanto già 
noto in letteratura. Studi recenti, infatti, hanno dimostrato che il trattamento con 
litio comporta una riduzione sia della microglia che dell’attivazione dei macrofagi 
(Gilad e Gilad, 2007; Su et al., 2007). Il litio, quindi, sarebbe in grado di 
sopprimere la risposta immunitaria che normalmente interviene sia per mezzo 
della microglia che per mezzo degli astrociti e tale fenomeno potrebbe essere 
ricondotto alla sua capacità di indurre la via autofagica. Recenti lavori condotti 
utilizzando la rapamicina come induttore dell’autofagia (Erlich et al., 2007; 
Brunet et al., 2007) hanno infatti rilevato anche per questo composto una spiccata 
capacità di ridurre significativamente la microglia a livello cerebrale in un 
modello animale di trauma cranico (Erlich et al., 2007). 
La presenza di una ridotta proliferazione astrocitaria a livello del midollo spinale 
risulta essere un dato notevolmente rilevante in quanto l’attivazione della glia ha 
un effetto deterrente sulla sopravvivenza dei motoneuroni e delle NPC (Ferri et 
al., 2004; Di Giorgio et al., 2007; Nagai et al., 2007; Su et al., 2007). 
Possiamo, quindi, ipotizzare che il litio riducendo la gliosi reattiva abbia 
permesso ai progenitori neuronali di differenziarsi in interneuroni Renshaw-like 
incrementando così il numero di tali neuroni a livello della Lamina VII. 
In conclusione, nel loro insieme, i risultati ottenuti indicano che il danno 
motoneuronale a cui si assiste nella SLA abbia un’origine multi-fattoriale e sia 
dovuto alla convergenza di diversi fenomeni quali la degenerazione delle cellule 
di Renshaw, la proliferazione gliale e l’accumulo di aggregati proteici ad azione 
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potenzialmente tossica. Tutti questi fattori partecipano allo sviluppo e alla 
progressione della patologia determinando la degenerazione dei motoneuroni e 
possono essere, in ultima analisi, riconducibili ad un deficit autofagico. 
L’utilizzo del litio come induttore della via autofagica si è rivelato un promettente 
intervento farmacologico in quanto ha determinato un significativo effetto 
protettivo documentabile come: 
-rallentamento nella progressione della malattia; 
-prolungamento della durata media di vita dei topi G93A; 
-ritardo nell’insorgenza dei sintomi motori; 
-preservazione delle dimensioni e dei caratteri morfologici dei motoneuroni della 
 Lamina IX; 
-riduzione degli aggregati proteici; 
-incremento nel numero di neuroni Renshaw-like in Lamina VII;  
-induzione di nuovi neuroni Calbindina D28k-positivi in Lamina VII; 
-attenuazione della gliosi reattiva. 
Quindi, in ultima analisi, l’attivazione della via autofagica, ottenuta grazie 
all’utilizzo del litio, potrebbe configurarsi come il futuro target terapeutico in 
grado di contrastare in maniera combinata i molteplici pathways patogenetici 
della SLA. 
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